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Lactobacillus casei merupakan salah satu jenis probiotik yang memiliki gen 
tetM pengkode resistensi terhadap antibiotik tetrasiklin. Instabilitas gen tetM dapat 
diamati dari hasil adaptasi Lactobacillus casei yang dipapar pada konsentrasi sub-
letal antibiotik tetrasiklin. Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui tingkat 
resistensi Lactobacillus casei terhadap antibiotik tetrasiklin dan dampak pada 
instabilitas gen tetM. Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa dosis letal L. casei 
adalah pada konsentrasi 60 µg.mL-1 dan dosis sub-letal dimulai dari konsnetrasi 
10-50 µg.mL-1. Lactobacillus casei dengan kemampuan resistensi tertinggi 
didapatkan pada konsentrasi 70 µg.mL-1  yang ditandai dengan adanya perubahan 
fenotip yang merujuk pada terjadinya proses mutasi. Perubahan fenotip tersebut 
sudah dapat menjelaskan adanya instabilitas gen tetM akibat proses adaptasi. Hal 
tersebut membuktikan bahwa pemaparan L. casei pada konsentrasi sub-letal 
dapat menginduksi adanya adaptasi. Metode isolasi plasmid yang paling efektif 
adalah metode Klaenhammer dengan ukuran plasmid yang dihasilkan sebesar 
~20 Kb.  
 
Kata kunci: Adaptasi, Dosis Sub-letal. Gen tetM, Instabilitas, Lactobacillus casei 
 
ABSTRACT 
Lactobacillus casei has tetM gene which encodes antibiotic resistance to 
tetracycline. Gene instability of tetM gene can be observed through the result of 
adaptation processes in sub-lethal dose of tetracycline. The aim of this study was 
to determine the resistance level of Lactobacillus casei to the tetracycline exposure 
and its effect to the tetM Gene instability. The result of this study indicate that the 
lethal dose of lactobacillus casei is 60 µg.mL-1 and the sub-lethal dose is begin 
from 10-50 µg.mL-1. The highest concentration where Lactobacillus casei can 
survived is at concentration of 70 µg.mL-1, which characterized as the appearance 
of new phenotype changes. Changes in phenotype have been able to explain the 
instability of the tetM gene. It is proved that the exposure of sub-lethal dose can 
induce adaptation that lead to the mutation process. The most effective plasmid 
isolation method is Klaenhammer which resulting ~20 Kb of plasmid.  






BAB I. PENDAHULUAN 
 
1.1. LATAR BELAKANG  
Probiotik merupakan mikroorganisme hidup yang bila dikonsumsi dalam 
jumlah yang cukup akan memberikan manfaat kesehatan bagi manusia sebagai 
inangnya. Menurut Gueimonde et al. (2013) sebagian besar bakteri probiotik 
tergolong dalam genera Lactobacillus dan Bifidobacterium yang mikrobiota 
umumnya hidup dalam sistem pencernaan terutama pada usus manusia. 
Shokryazdan et al. (2014) menyatakan bahwa banyaknya penggunaan bakteri 
Lactobacillus dan Bifidobacterium sebagai probiotik karena keduanya memiliki 
status Generally Recognized as Safe (GRAS) serta kestabilan genomik. Manfaat 
yang diberikan dari mengkonsumsi probiotik diantaranya mencegah iritasi dan 
gangguan pencernaan seperti Irritable Bowel Syndrom (IBS), inflamasi pada usus, 
diare yang disebabkan oleh konsumsi antiobiotik atau yang disebut dengan 
Antibiotic- associated diarrhea (AAD) serta gangguan pencernaan lainnya. 
Beberapa infeksi dan gangguan sistem pencernaan tersebut dapat diakibatkan 
karena tidak adanya keseimbangan dalam sistem pencernaan. 
Antibiotic-associated diarrhea (AAD) menjadi perhatian serius karena 
merupakan diare yang disebabkan oleh konsumsi antibiotik. Issa et al. (2014) 
menyebutkan bahwa gangguan pencernaan tersebut disebabkan karena adanya 
pertumbuhan bakteri patogen berupa Clostridium difficile yang terlalu cepat, 
sehingga produksi toksin penyebab diare meningkat. Penyebab lain dari AAD 
adalah konsumsi antibiotik yang dapat mematikan semua mikrobiota dalam usus. 
Mikrobiota yang resisten terhadap antibiotik seperti Clostridium difficile masih 
dapat hidup di dalam sistem pencernaan dan terus berkembang biak. Oleh sebab 
itu, probiotik menjadi salah satu alternatif untuk mengembalikan keseimbangan 
mikrobiota dalam sistem pencernaan. 
Konsumsi probiotik bersamaan dengan antibiotik pada masa pemulihan 
tidak disarankan. Hal tersebut disebabkan karena antibiotik akan membunuh 
semua probiotik dalam saluran pencernaan. Sehingga dibutuhkan strain probiotik 
yang memiliki resistensi terhadap antibiotik. Hal tersebut mendorong berbagai 
penelitian untuk mempelajari dan mencari strain probiotik yang memiliki resistensi 
terhadap antibiotik. Salah satu strain yang dipercaya memiliki resistensi terhadap 
antibiotik dan banyak digunakan dalam industri pangan adalah Lactobacillus casei. 
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L. casei merupakan salah satu bakteri yang memiliki kemampuan resistensi 
terhadap antibiotik tetrasiklin yang disandi oleh gen tetM (Wong et al., 2015; Botina 
et al., 2010). Antibiotik tetrasiklin merupakan salah satu antibiotik dengan spektrum 
yang luas dan banyak digunakan (Ritcher et al., 2017). 
Mutasi kromosomal juga turut andil terhadap kemampuan resistensi 
terhadap antibiotik yang dapat digunakan untuk mengidentifikasi instabilitas 
genom. Menurut Shapiro (2015) instabilitas genomik dapat dipengaruhi oleh 
konsentrasi antibiotik pada sub-letal atau letal. Dengan demikian pemaparan 
antibiotik tetrasiklin secara bertahap dapat dijadikan alternatif untuk meningkatkan 
kemampuan resistensi L. casei terhadap antibiotik melalui mekanisme proteksi 
ribosomal oleh gen tetM (Connell et al., 2003). Mutasi pada gen tetM diharapkan 
dapat meningkatkan viabilitas L.casei pada saluran pencernaan. Identifikasi 
resistensi probiotik terhadap antibiotik dan stabilitas genomiknya sangat 
dibutuhkan untuk mencari probiotik yang stabil terhadap paparan antibiotik pada 
dosis tertentu. Instabilitas genomik juga dapat mempengaruhi kemampuan 
penempelan probiotik pada dinding usus (Sybesma et al., 2013). Dengan demikian 
penelitian ini mengkaji tentang instabilitas gen tetM pada bakteri probiotik 




Tujuan dari penelitian Instabilitas Gen tetM Pengkode Resistensi Terhadap 
Antibiotik pada Probiotik Lactobacillus casei FNCC 0090 ini adalah: 
1. Mengetahui tingkat resistensi bakteri Lactobacillus casei terhadap antibiotik 
tetrasiklin. 
2. Mengetahui dampak antibiotik tetrasiklin terhadap stabilitas gen resistensi 






BAB II. BAHAN DAN METODE 
2.1. BAHAN 
Bahan yang digunakan dalam penelitian ini meliputi kultur murni 
Lactobacillus casei FNCC 0090, MRSA (deMan Rogosa and Sharpe Agar) 
(Merck), MRSB (deMan Rogosa and Sharpe Broth) (Merck), Aquades (OneMed), 
Alkohol 70% (OneMed), Antibiotik Tetrasiklin (Gernofarm), Lysozyme (Sigma 
Aldrich), P1 buffer solution, Go Taq Green Master Mix (Promega), P1 lysis solution, 
Ethanol 70% (OneMed), Ethanol 100% (OneMed), Chlorofoam:Isoamyl alcohol, 
TE Buffer, RNAse (Sigma Aldrich), ddH2O steril, Agarosa (Merck), TAE Buffer, 
Ethidium Bromide (Sigma Aldrich), Primer (IDT), DNA Marker (Thermo Fisher), 
dan Loading Dye (Sigma Aldrich). 
 
2.2. METODE 
Penelitian ini menggunakan metode penelitian deskriptif. Penelitian ini 
meliputi penentuan dosis letal dan sub-letal L. casei terhadap antibiotik tetrasiklin, 
adaptasi L. casei terhadap antibiotik tetrasiklin, isolasi plasmid dan isolasi gen tetM 
dengan metode PCR (Polymerase Chain Reaction). Penentuan dosis letal 
dilakukan dengan memapar koloni L. casei pada konsentrasi 10-100 µg/ml. 
Adaptasi tehadap antibiotik tetrasiklin dilakukan dengan memapar L. casei pada 
dosis sub-letal dari konsentrasi 10 µg/ml hingga konsentrasi letal, yakni 60 µg/ml 
secara bertahap hingga didapatkan koloni mutan. Koloni mutan maupun wild type 
kemudian akan dilakukan isolasi gen tetM untuk mengetahui mutasi yang terjadi 
akibat dari adaptasi terhadap antibiotik tetrasiklin. 
2.2.1. Tahapan Penelitian 
Penelitian ini dilaksanakan dengan menggunakan enam tahapan yang 
dimulai dari persiapan stok kultur bakteri Lactobacillus casei, persiapan dosis 
antibiotik dan penentuan dosis letal dan dosis sub telak, isolasi bakteri 
Lactobacillus casei dengan kemampuan resistensi tertinggi, isolasi plasmid bakteri 
Lactobacillus casei, isolasi gen tetM dengan menggunakan PCR (Polymerase 





2.2.1.1. Persiapan Stok Kultur Bakteri Lactobacillus casei 
a. Kultur bakteri Lactobacillus casei FNCC 0090 dalam bentuk freeze-
dried diinokulasikan ke dalam media 25 ml media MRS Broth 
b. Diinkubasi dalam inkubator pada suhu 370C selama 20 jam 
c. Suspensi dimogenisasi dan diambil sebanyak 500 µl untuk dijadikan 
sebagai stok kultur 
d. Sebanyak 500 µl suspensi dimasukkan kedalam mikrotube yang telah 
berisi 500 µl glycerol 30% dan dihomogenkan 
e. Sebanyak 25 buah stock kultur kemudian di masukkan ke dalam deep 
freezer pada suhu dibawah -40oC 
2.2.1.2. Pembuatan Starter Kultur dari Stok Kultur Bakteri Lactobacillus 
casei 
a. Diambil sebanyak 500 µl kultur bakteri Lactobacillus casei dari 1 ml 
stock kultur 
b. Diinokulasikan kedalam 10 ml media MRS Broth 
c. Diinkubasi pada suhu 370C selama 24 jam 
2.2.1.3. Pembuatan Stok Antibiotik Tetrasiklin 5 mg/ml  
a. Sebanyak 500 mg bubuk antibiotik tetrasiklin dimasukkan kedalam 
tabung erlenmeyer berdinding gelap 
b. Ditambahkan etanol 70% steril sebanyak 90 ml 
c. Dihomogenkan dengan menggunakan magnetic stirrer 
d. Ditambahkan dengan etanol 70% steril 10 ml dan dihomogenkan 
kembali 
e. Dimasukkan kedalam botol gelap dan disimpan pada suhu 40C 
2.2.1.4. Penentuan Dosis Letal dan Sub-letal Lactobacillus casei dengan 
Metode Up and Down 
a. Disiapkan 10 buah cawan dengan medium MRS Agar yang masing-
masing cawan mengandung antibiotik tetrasiklin dari konsentrasi 10-
100 µg/ml   
b. Kultur bakteri Lactobacillus casei berumur 24 jam diambil sebanyak 
100 µl dan diinokulasikan kedalam masing-masing cawan dengan 
menggunakan metode spread plate  
c. Masing-masing cawan diinkubasi pada suhu 370C selama 24 jam  
d. Diamati pertumbuhan koloni bakteri Lactobacillus casei pada masing-
masing konsentrasi antibiotik tetrasiklin 
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e. Konsentrasi dibawah konsentrasi letal (100% koloni bakteri L.casei 
mati) menunjukkan konsentrasi/dosis sub-letal 
2.2.1.5. Isolasi Bakteri Lactobacillus casei dengan Kemampuan 
Resistensi Tertinggi 
a. Kultur bakteri Lactobacillus casei berumur 24 jam (wild type) di ambil 
sebanyak 100 µl dan diinokulasikan kedalam cawan yang terdapat 
media MRSA dengan antibiotik tetrasiklin dengan dosis paling rendah 
b. Diinkubasi pada suhu 370C selama 24 jam  
c. Diamati pertumbuhan koloni 
d. Koloni yang tumbuh diambil sebanyak satu ose dan kemudian 
diinokulasikan kedalam media MRS Broth dengan dosis antibiotik 
tetrasiklin 
f. Diinkubasi pada suhu 370C selama 24 jam  
e. Koloni pada suspensi kemudian diambil sebanyak 100 µl dan 
diinokulasikan kedalam cawan dengan media MRSA dan antibiotik 
tetrasiklin dengan dosis diatas dosis sebelumnya (dosis sub letal) 
f. Diinkubasi pada suhu 370C selama 24 jam  
g. Seterusnya dilakukan seperti tahapan diatas hingga resistensi tertinggi 
bakteri Lactobacillus casei 
 
2.2.1.6. Isolasi Plasmid Bakteri Lactobacillus casei 
Isolasi plasmid bakteri lactobacillus casei dilakukan pada kultur yang 
berumur 20 jam. Isolasi plasmid dilakukan dengan menggunakan tiga metode 
ekstraksi yang berbeda yakni dengan menggunakan metode alkaline lysis 
(Sambrook et al., 1989), Anderson and McKay (1983) serta Klaenhammer (1984), 
dimana detail metode isolasi plasmid dapat dilihat pada Tabel 2.1. Hasil isolat 
plasmid harus diukur kemurniannya dengan menggunakan NanoDrop. 
Tabel 2.1 Metode Isolasi Plasmid 
Langkah  
Protokol 
Alkali Lysis  Anderson and McKay Klaenhammer 
Kultur Kultur 24 jam pada media MRSB 
Sentrifugasi  
5 mL, 6000 
rpm/1 min/ 4 ̊C 
5 mL, 6000 rpm/1 min/4  C̊ 
4mL/ 8000 
rpm/ 4  ̊C 
Suspensi 
200 µl solution 
I, vortex 
6.7% sucrose-50 mm Tris - 1 
mm EDTA, pH 8 
P1 buffer 
(1000 µ) 15 
min on ice 
6 
 
 400  µl solution 
II, dibolak-balik 
Lysozyme (10 mg/mL in 25 
mm Tris, pH 8) 
P1 buffer (75  
µl), 30 mg/mL 
lysozyme 
 300  µl solution 
III, dibolak-balik 
  
Inkubasi  Tidak 37 ̊C, 5 min 37  ̊C, 60 min 
  Ditambah 0.25 M EDTA - 50 
mM Tris, pH 8, dibolak-balik 
 
  
Diinkubasi selama 5-10 min 
pada 37  ̊C untuk lepisisan 
sel 
 
  Vortex pada kecepatan 
tertinggi selama 30 s  
 
  ditambah 3.0 N NaOH fresh  
  Dibolak-balik selama 10 min  
  Ditambah Tris-HCl, pH 7  
  Dihomogenkan selama 3 
min 
 
  Ditambah 5.0 M NaCl  
  Ditambah phenol saturated 
dengan 3% NaCl 
 
Sentrifugasi  15000 g, 5 min 5000 rpm, 5 min 




















selama 5 min 
 
 Fase atas dihilangkan, presipitasi dengan 1x 
vol isopropanol 
Inkubasi  Tidak 0 ̊C selama 30 min 
62 C̊ selama 
60 menit 
   
Ditambahkan 
Tris HCl 2 M 
(50 µl) 
   NaCl 5 M (70 
µl) 
Sentrifugasi  
15000 g, 10 
min 
8000 rpm, 5 min 
10000 rpm, 20 
min 
   
Supernatan 
dipindahkan 
ke tube baru 
Purifikasi  
Ditambahkan 
1000 µl etanol 









es selama 60 
meniit    
  Sisa isopropanol dihilangkan  
   
Sentrifugasi  
8000 rpm, 10 
min 
Tidak 









50 µl ddH2O, 5 
µl RNAse 




pada 37 ̊C 




30-50  µl TE 
buffer, pH 8, 
simpan pada -
20 ̊C 
Resuspensi dalam 10 mM 
Tris - 1 mM EDTA, pH 7.5 
Ditambahkan 
100  µl TE 
buffer/ 30 min 
pada suhu 
65 ̊C dan 
disimpan pada 
suhu 4  ̊C 
 
2.2.1.7. Isolasi Gen tetM dengan PCR (Polymerase Chain Reaction) 
Isolasi gen tetM dilakukan dengan menggunakan metode PCR atau 
Polymerase Chain Reaction dengan menggunakan primer forward dan reverse 
sebagai pembatas gen yang diinginkan. Hasil amplicon memiliki panjang 1535 bp. 
Proses PCR dilakukan sebanyak 30 cycles dengan spesifikasi suhu dan waktu 
sebagai berikut:  
 Initial denaturation  : 940C selama 5 menit 
 Denaturation  : 940C selama 1 menit 
 Annealing   : 550C selama 1 menit 
 Extension   : 720C selama 2 menit 
 Final Extension  : 720C selama 10 menit 
 Total Cycle  : 30 Cycle 
 
2.2.1.8. Elektroforesis Amplicon PCR (Polymerase Chain Reaction) 
Hasil PCR atau yang sering disebut dengan amplicon kemudian akan 
dilakukan proses elektroforesis. Hal tersebut dilakukan untuk mengetahui apakah 
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gen tetM telah berhasil diamplifikasi. Apabila hasil elektroforesis menunjukkan pita 
dengan panjang 1535 bp maka proses PCR dapat dikatakan berhasil. Pada proses 
elektroforesis DNA marker yang digunakan sebesar 10 kb atau 10000 bp dengan 
konsnetrasi gel agarose sebesar 1%. Visualisasi gel elektroforesis dilakukan 
dengan menggunakan ethidium bromide dan gel documentation. 
2.2.2. Prosedur Analisa 
Hasil penentuan dosis letal dan sub-letal L. casei terhadap antibiotik 
tetrasiklin yang telah di inkubasi selama 24 jam kemudian diamati. Koloni tunggal 
yang mampu bertahan pada konsentrasi antibiotik tetrasiklin paling tinggi menjadi 
acuan batas dosis sub telat. Sedangkan kondisi tidak ada satupun koloni yang 
tumbuh pada cawan dengan konsentrasi satu tingkat setelah batas sub-letal 
tertinggi merupakan dosis letal L. casei. Adaptasi dilakukan dengan memapar L. 
casei pada dosis sub telah secara bertahap, dimulai dari dosis sub-letal terendah. 
Koloni yang tumbuh dan dapat beradaptasi kemudian diisolasi dan dipapar dengan 
dosis sub-letal lebih tinggi hingga koloni L. casei dapat melampaui dosis letalnya. 
Sehingga didapatkan koloni mutan L. casei yang memiliki kemampuan resistensi 
lebih tinggi terhadap antibiotik tetrasiklin. Koloni mutan kemdian dilakukan isolasi 
plasmid, dimana konsnetrasi dan kemurniannya diamati dengan nandrop dan 














2.2.3. Diagram Alir Penelitian 



























Bakteri Lactobacillus casei 
liofilisasi 
Diambil secukupnya dan diinokulaskan 
kedalam 25 ml media MRSB 
Diinkubasi dengan suhu 370C selama 20 jam 
Dihomogenisasi dan diambil sebanyak 500 µl 
untuk stok kultur 
Dimasukkan kedalam mikrotube berisi 500 µl 
30% gliserol steril dan dihomogenkan 
Disimpan pada suhu -800C 
Stok kultur Lactobacillus casei 
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Stok kultur Lactobacillus casei 
Diambil 500 µl  
Diinokulasikan ke dalam 10 ml media MRS broth 
Diinkubasi pada suhu 370C selama 24 jam 






































500 mg bubuk antibiotik 
tetrasiklin 
Dimasukkan kedalam tabung Erlenmeyer 
berdinding gelap 
Ditambahkan 90 ml etanol 70% 
Dihomogenkan dengan magnetic 
stirrer 
Ditambahkan 10 ml etanol 70% 
Dihomogenkan dengan magnetic 
stirrer 
Disimpan pada botol kaca gelap pada suhu 40C 
Stok tetrasilin 5 mg/ml 
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Starter Lactobacillus casei 24 jam 
Diambil 0,1 ml dengan mikropipet 
Diinokulasikan kedalam cawan medium MRSA dengan 
konsentrasi tetrasiklin 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 µg/ml 
Diinkubasi pada suhu 370C selama 24 jam 
Diamati dan dihitung koloni yang tumbuh 
Hasil 
Dianalisa dosis letal dan sub-letal L. casei 
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Gambar 2.5 Isolasi L. casei dengan Kemampuan Resisten Tertinggi terhadap 
Antibiotik Tetrasiklin 
Starter Lactobacillus casei 24 jam 
Diambil 0,1 ml dengan mikropipet  
Diinokulasikan pada cawan MRSA dengan konsentrasi 
tetrasiklin 10 mg/ml 
Diinkubasi pada suhu 370C selama 24 jam 
Diamati dan dihitung koloni yang tumbuh 
Satu koloni diambil dengan menggunakan jarum ose steril 
Diinokulasikan kedalam 10 ml medium MRSB + 10 mg/ml 
tetrasiklin 
Diinkubasi pada suhu 370C selama 20 jam 
Stok kultur  Diambil 500 µl 
Diinokulasikan ke dalam cawan 
MRSA + 20 mg/ml tetrasiklin 
Diinkubasi pada suhu 370C selama 
24 jam 






























Thinwall PCR Primer forward 1 μl, primer 
reverse 1 μl, ddH2O 3 μl, PCR 
mix 5 μl, DNA sampel 1 μl 
 
Ditempatkan di es 
Divortex selama 1-2 detik 
Dispin down selama 3 detik 
Diletakkan didalam mesin PCR 
Diatur program  -Initial denaturasi 94˚C 5 menit  
-Denaturasi suhu 94˚C 1 menit 
-Annealing suhu 55˚C 1 menit 
- Extension suhu 72˚C 2 menit 
-Final extension 72˚C 10 menit 
-Cooling 4oC 5 menit 
-Siklus 30 kali 
 
Dirunning 
Dikeluarkan dari mesin PCR 




































Gambar 2.7 Elektroforesis Amplicon PCR 
 
0,4 gr agarosa 
Dipanaskan dan dilarutkan hingga terlarut sempurnah 
40 ml 1x TAE buffer 
Dipasang sisir dan peralatan elektroforesis gel 
agarosa 
Dituang larutan gel agarose kedalam cetakan dan 
ditunggu hingga memadat 
Dilepas sisir elektoroforesis 
Ditambahkan 1x TAE buffer kedalam alat 
elektroforesis hingga menutupi gel 
- 5 μl DNA Marker 
- 5 μl sampel DNA + 
loading dye secukupnya 
Ditutup penutup alat elektroforesis 
Dihubungkan ke sumber daya 
Dijalankan proses elektroforesis dengan daya 100 Volt 
Diangkat gel dari alat elektroforesis 
Direndam pada larutan EtBr selama 30 menit 





BAB III. HASIL DAN PEMBAHASAN 
 
3.1. PENENTUAN DOSIS LETAL DAN SUB-LETAL Lactobacillus casei  
Penentuan dosis letal dan sub-letal dilakukan untuk mengetahui 
ketahanan L. casei terhadap antibiotik tetrasiklin. Dosis letal merupakan 
dosis tetrasiklin pada konsentrasi tertentu yang dapat menyebabkan 
kematian bakteri L. casei. Sedangkan dosis sub-letal merupakan dosis 
dibawah dosis letal yang tidak menyebabkan kematian terhadap bakteri L. 
casei, akan tetapi masih memiliki dampak yakni dengan terhambatnya 
pertumbuhan bakteri L. casei. Penentuan dosis letal dan sub-letal ini 
dilakukan dengan menggunakan metode Up and down. Metode Up and 
Down dilakukan dengan mengaplikasikan sejumlah dosis tetrasiklin 
spesifik dengan interval kenaikan dosis yang sama, yakni pada konsentrasi 
10-100 µg/ml dengan tingkat pengenceran hingga 10-5. Penentuan dosis 
ini dilakukan pada bakteri L. casei dengan konsentrasi awal sel sebesar 9 
x 107 CFU/ml dan pertumbuhan koloni diamati selama 24 dan 48 jam 
setelah pengaplikasian antibiotik tetrasiklin pada konsentrasi tertentu 
(Chinedu et al., 2013). Hasil penentuan dosis letal dan sub-letal dapat 
dilihat pada Tabel 3.1 dibawah ini. 
 
Tabel 3.1 Dosis letal dan sub-letal bakteri Lactobacillus casei 




1. 0 9 x 107 - 
2. 10 2,204 x 102 Dosis Sub-letal 
3. 20 1,072 x 102 Dosis Sub-letal 
4. 30 0,736 x 102 Dosis Sub-letal 
5. 40 0,364 x 102 Dosis Sub-letal 
6. 50 0,334 x 102 Dosis Sub-letal 
7. 60 0 Dosis Letal 
8. 70 0  
9. 80 0  
10. 90 0  
11. 100 0  
17 
 
Pada Tabel 3.1 dapat dilihat bahwasanya bakteri Lactobacillus 
casei memiliki dosis letal pada konsentrasi 60 µg/ml antibiotik tetrasiklin. 
Hal tersebut terlihat dengan tidak adanya koloni bakteri Lactobacillus casei 
yang tumbuh pada cawan petri dengan antibiotik pada konsentrasi 
tersebut. Tidak adanya koloni bakteri Lactobacillus casei yang tumbuh 
pada cawan tersebut mengindikasikan bahwasanya antibiotik tetrasiklin 
pada konsentrasi 60 µg/ml dapat menyebabkan kematian bakteri 
Lactobacillus casei sebesar 100% yang sesuai dengan definisi dosis letal. 
Sedangkan, dosis dibawah dosis letal atau dosis dibawah konsentrasi 60 
µg/ml disebut dengan dosis sub-letal. Dosis tersebut dimulai dari 
konsentrasi 10-50 µg/ml. Konsentrasi antibiotik pada dosis sub-letal juga 
dapat menghambat pertumbuhan bakteri Lactibacillus casei hingga dapat 
menyebabkan adanya mutasi yang berujung pada perubahan fenotip suatu 
organisme (Raj et al., 2013; Shapiro, 2015). 
 Dosis sub-letal juga dapat dilihat dari penurunan jumlah koloni 
yang tumbuh pada setiap kenaikan interval konsentrasi antibiotik tetrasiklin 
yang diaplikasikan pada setiap cawan. Terjadi penurunan jumlah koloni 
yang terjadi pada konsentrasi 10-50 µg/ml sebelum pada konsentrasi 60 
µg/ml seluruh koloni bakteri mati yang menunjukkan dosis letal bakteri 
Lactobacillus casei. Dengan demikian pada konsentrasi selanjutnya dari 
konsentrasi 60-100 µg/ml tidak ada satu koloni bakteri yang tumbuh yang 
juga menguatkan bahwa pada konsentrasi 60 µg/ml merupakan dosis letal 
Lactobacillus casei. Dosis sub-letal tersebut kemudian digunakan untuk 
melakukan isolasi bakteri Lactobacillus casei dengan kemampuan 
resistensi tertinggi terhadap paparan antibiotik tetrasiklin. Isolasi tersebut 
dilakukan dengan melakukan proses adaptasi pada bakteri Lactobacillus 
casei. Proses adaptasi tersebut kemudian akan menghasilkan strain 
bakteri yang lebih tahan terhadap antibiotik tetrasiklin.  
 
3.2. ISOLASI BAKTERI Lactobacillus casei DENGAN KEMAMPUAN 
RESISTENSI TERTINGGI TERHADAP ANTIBIOTIK TETRASIKLIN 
Isolasi bakteri Lactobacillus casei dilakukan dengan proses 
adaptasi. Proses adaptasi dilakukan agar bakteri Lactobacillus casei dapat 
beradaptasi dengan kenaikan dosis atau konsentrasi antibiotik tetrasiklin 
secara bertahap. Proses adaptasi dilakukan sebanyak 3 kali secara 
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bertahap hingga bakteri Lactobacillus casei dapat melewati dosis letalnya 
yakni pada konsentrasi 60 µg/ml. Proses tersebut dilakukan secara 
bertahap dan bertingkat dimulai dari konsentrasi 10 µg/ml kemudian 
diteruskan ke konsnetrasi 15 µg/ml hingga konsentrasi paling tinggi dimana 
bakteri Lactobacillus casei dapat bertahan. Hasil adaptasi bakteri 
Lactobacillus casei dapat dilihat pada Tabel 3.2 dibawah ini.  
 
Tabel 3.2 Isolasi bakteri Lactobacillus casei dengan proses adaptasi 
No. Dosis Tetrasiklin (µg/ml) Adaptasi I Adaptasi II Adaptasi III 
1. 10 +++   
2. 15 +++   
3. 30 ++   
4. 45 + +  
5. 50 - + ++ 
6. 55 - + ++ 
7. 60 - - ++ 
8. 65 - - + 
9. 70 - - + 
Keterangan:  (+) koloni yang tumbuh sedikit; (++) terdapat koloni yang 
tumbuh; (+++) koloni yang tumbuh banyak; (-) tidak ada koloni yang 
tumbuh 
 
Pada adaptasi pertama kultur bakteri Lactobacillus casei dilakukan 
pada konsentrasi 10-45 µg/ml, pada proses adaptasi tersebut dilakukan 
secara bertahap dengan rinciang 10, 15, 30 dan 45 µg/ml. Hal tersebut 
dilakukan untuk menginduksi proses adaptasi dari L. casei sehingga dapat 
hidup pada konsentrasi selanjutnya. Pada konsentrasi tetrasiklin 45 µg/ml 
terjadi penurunan pertumbuhan bakteri L. casei hingga pada konsentrasi 
50 µg/ml tidak ada koloni bakteri yang tumbuh, sehingga proses adaptasi 
dilanjutkan pada proses adaptasi ke dua yang dimulai dari konsentrasi 
tetrasiklin 45-55 µg/ml. Pemaparan kultur bakteri pada konsentrasi 45 
µg/ml dilakukan sebanyak dua kali untuk menginduksi adanya adaptasi 
pada konsentrasi tetrasiklin yang lebih tinggi. Pada konsentrasi 60 µg/ml 
pada proses adaptasi kedua, terlihat tidak ada koloni bakteri L. casei yang 
dapat bertahan hidup, sehingga dilakukan proses adaptasi ke tiga yang 
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dimulai dari konsentrasi 50 µg/ml hingga kemampuan tertinggi bakteri 
Lactobacillus casei dapat bertahan hidup pada konsentrasi teterasiklin. 
Terlihat bahwasanya terdapat koloni yang tumbuh pada konsentrasi 
tetrasiklin sebesar 70 µg/ml, dimana konsentrasi tersebut telah melampaui 
konsentrasi letal bakteri L. casei yakni pada konsentrasi 60 µg/ml. 
Kemampuan bakteri L. casei melampaui dosis letalnya disebabkan 
oleh proses adaptasi yang dilakukan dari konsetrasi atau dosis sub-
letalnya. Dimana menurut Shapiro (2015), pemaparan suatu 
mikroorganisme pada konsentrasi atau dosis sub-letal dapat menginduksi 
adanya proses mutasi yang berdampak pada instabilitas suatu gen. 
Antibiotik tetrasiklin dapat mengakibatkan mutasi pada gen penyandi 
protein proteksi ribosomal untuk resistensi terhadap antibiotik tetrasiklin 
(tetM). Kerusakan gen tetM pengkode resistensi terhadap antibiotik 
tetrasiklin pada bakteri L. casei dapat berujung pada mutasi yang 
berdampak pada ekpresi gen yang berupa protein. Hal tersebut 
dikarenakan antibiotik tetrasiklin juga dapat menjadi mutagen atau agen 
penyebab terjadinya mutasi. Berdasarkan Kohanski et al., (2010) 
pemaparan terhadap antibiotik dapat menyebabkan kerusakan DNA 
secara langsung maupun tidak langsung. Terdapat banyak mekanisme 
antibiotik sebagai mutagen, pertama antibiotik dapat dengan langsung 
mentarget ribosom yang berdampak pada terhambatnya sintesis protein 
(Hawkey, 2013). Sedangan mekanisme lain adalah dengan adanya proses 
mutasi yang disebabkan oleh antibiotik tetrasiklin dengan peningkatan 
stress pada sel yang menginduksi adanya mekanisme ROS atau Reactive 
Oxygen Species yang merupakan kelainan metabolisme sel (Dwyer et al., 
2014; Zhao and Drlica, 2014). 
Tingkat stres sel yang meningkat akibat pengaplikasian antibiotik 
tetrasiklin menyebabkan perubahan lingkungan ekstrem shingga, produksi 
hidrogen peroksida yang merupakan radikal bebas pada sel berlebih. 
Hidrogen peroksida merupakan agen pengoksidasi yang sangat kuat, 
sehingga dapat menyebabkan oksidasi pada DNA. Salah satu basa 
nitrogen yang sangat mudah teroksidasi oleh hidrogen peroksida adalah 
guanine, sehingga residu guanine akan berubah menjadi basa nitrogen lain 
yang menyebabkan perubahan struktur DNA (Foti et al., 2012). Perubahan 
basa nitrogen tersebut dapat disebut dengan mutasi. Mutasi yang terjadi 
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dapat berupa silent mutation yang tidak berdampak pada struktur protein 
atau sebagai point mutation yakni seperti missense dan nonsense 
mutation. Point mutation dalam hal ini adalah missense dan nonsense 
mutation dapat berdampak pada perubahan struktur nukleotida yang 
mengkode asam amino yang berbeda, sehingga berdampak pada 
perubahan struktur protein dan aktivitasnya (Labrou, 2010). 
Pada dasarnya, menurut Kapoor et al., (2017) bahwasanya 
mekanisme resistensi terhadap antibiotik tidak hanya dengan mekanisme 
proteksi ribosomal. Terdapat beberapa mekanisme resistensi, salah 
satunya adalah dengan adanya mekanisme pompa efflux. Efflux 
merupakan salah satu dari jenis mekanisme pertahanan atau resistensi 
terhadap antibiotik yang masuk ke dalam sel. Mutasi yang disebabkan oleh 
mutagen berupa antibiotik tidak hanya terjadi pada gen pengkode proteksi 
ribosomal (tetM) saja, tetapi juga dapat menyebabkan mutasi pada gen-
gen pengkode protein yang berperan pada mekanisme pompa efflux. 
Mekanisme terjadinya mutasi pada gen pengkode protein efflux dapat 
disebebkan oleh gagalnya sintesis protein maupun kelainan metabolisme, 
yakni dengan adanya peningkatan ROS. 
Hasil penelitian pada Tabel 3.2 menunjukkan bahwasanya bakteri 
Lactobacillus casei menunjukkan adanya perubahan fenotip, yakni dapat 
melampaui dosis letalnya hingga konsentrasi 70 µg/ml. Hal tersebut 
membuktikan bahwa terdapat perubahan dalam segi struktur maupun 
aktivitas protein tetM atau protein lain yang telah diekpresikan oleh bakteri 
L. casei dari hasil adaptasi dengan menggunakan dosis sub-letalnya. 
Perubahan tersebut tidak lepas dari adanya perubahan struktur gen tetM 
atau gen-gen lain yang disebabkan oleh salah satu jenis mutasi yang 
terjadi. Adanya perubahan fenotip sudah cukup mendeskripsikan adanya 
perubahan susunan dari suatu gen. Perubahan fenotip yang terjadi pada 
Lactobacillus casei diakibatkan oleh perubahan susunan nukleotida pada 
suatu gen yang mengkode resistensi terhadap antibiotik tetrasiklin. 
Menurut Loewe et al., (2010) penyebab perubahan susunan gen tersebut 
salah satunya adalah dengan adanya mutasi yang terjadi yang disebabkan 
oleh gangguan metabolisme (stres) dari lingkungan yang kurang 
mendukung pertumbuhan bakteri. Sedangkan menurut Langie et al., 
(2015) kecenderungan suatu gen untuk mengalami perubahan susunan 
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nukleotida atau mutasi dapat mengakibatkan suatu gen menjadi instabil. 
Gen tetM atau gen-gen lain yang merupakan gen penyandi resistensi 
terhadap antibiotik tetrasiklin pada bakteri Lactobacillus casei dapat 
dikatakan memiliki kecenderungan menjadi instabil. Instabilitas suatu gen 
dapat diamati secara molekuler, yakni dengan mengamati perubahan 
susunan nukleotidanya secara langsung.  
 
3.3. ISOLASI PLASMID BAKTERI Lactobacillus casei 
Perubahan susunan nukleotida dari gen tetM dapat diamati secara 
molekuler. Lokasi gen tetM diduga terdapat pada plasmid, dimana menurut 
Gevers et al., (2003) plasmid bakteri Lactobacillus banyak memiliki gen 
resistensi terhadap antibiotik. Hal tersebut mendorong kami untuk 
mengisolasi plasmid bakteri Lactobacillus casei FNCC 0090 untuk 
mengamati instabilitas atau perubahan susunan nukleotida dari gen tetM 
yang disebabkan karena proses adaptasi terhadap konsentrasi antibiotik 
tetrasiklin. Isolasi plasmid bakteri L. casei dilakukan dengan menggunakan 
metode alkaline lisis yang berpedoman pada protokol isolasi plasmid 
Sambrook et al., (1989) dan didapatkan hasil seperti pada Gambar 3.1. 
Pada gambar hasil elektroforesis plasmid dengan menggunkana metode 
alkaline lisis tidak terlihat satu pita plasmid DNA yang terbentuk seperti 
pada Gambar 3.1 (A). Hal tersebut disebabkan karena metode alkaline 
lisis merupakan metode isolasi plasmid yang hanya dapat digunakan pada 
golongan bakteri gram negatif, sedangkan bakteri L. casei merupakan 
bakteri golongan gram positif. Menurut Salton and Kim (1996) pada buku 
Medical Microbiology, struktur membran kedua golongan bakteri tersebut 
sangatlah berbeda. Keduanya memiliki lapisan peptidoglikan yang 
merupakan polisakarida, dimana pada gram positif terjadi banyak sekali 
ikatan silang pada polisakarida yang menyebabkan dinding sel menjadi 
sangat tebal, sedangkan pada gram negatif tidak terlalu banyak memiliki 
ikatan silang antar peptidoglikan. Hal tersebut yang menyebabkan plasmid 
bakteri Lactobacillus casei yang merupakan bakteri gram positif tidak dapat 
diisolasi dengan menggunakan metode alkaline lisis. Kedua, pada metode 
ini tidak dilengkapi dengan enzim lisozim yang berguna mendegradasi atau 
memecah dinding sel bakteri, sehingg plasmid bakteri tidak dapat diisolasi 










A             B              C 
Gambar 3.1 Hasil elektroforesis plasmid Lactobacillus casei dengan masing-
masing sampel sebesar 6 µl (A) metode Alkaline lisis (Sambrook et 
al., 1989); (B) metode modifikasi Anderson and McKay (1983); (C) 
metode modifikasi Klaenhammer (1984). M= marker DNA, 1= L. casei 
wild type, 2= L. casei wild type, 3= L. casei konsentrasi 50 µg/ml, 4= 
L. casei konsentrasi 40 µg/ml, 5= L. casei Mutan konsentrasi 60 
µg/ml, 6= L. casei Mutan konsentrasi 60 µg/ml 
 
Selanjutnya, metode isolasi kedua untuk memaksimalkan proses 
isolasi plasmid dilakukan dengan menggunakan metode modifikasi 
Anderson and McKay (1983). Pada metode ini telah dilengkapi dengan 
peangaplikasian enzim lysozim dengan konsentrasi 10 mg/mL. 
Pengaplikasian enzim dilakukan pada sel debris bakteri L. casei sesudah 
di sentrifugasi yang kemudian akan diinkubasi selama 5 menit dengan 
suhu 370C dan didapatkan hasil seperti pada Gambar 3.1. Pada hasil 
elektroforesis pada Gambar 3.1 (B) masih tidak ada satu pita DNA plasmid 
yang muncul, padahal sudah diberikan enzim lysozim untuk membantu 
proses pelisisan dinding sel bakteri. Hal tersebut dikarenakan pada metode 
Anderson and McKay waktu inkubasi enzim lisozim hanya berkisar 5 menit, 
dimana waktu tersebut masih belum cukup bagi enzim untuk melisiskan 
dinding sel bakteri. Menurut Gill et al., (2016) bahwasanya waktu inkubasi 
minimal untuk melisiskan dinding suatu bakteri dengan menggunakan 
enzim lisozim adalah selama 30 menit dengan suhu 370C. Faktor lain yang 
6000 bp  
3000 bp  
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juga dipengaruhi oleh kurangnya waktu inkubasi enzim lisozim adalah 
enzim tidak mampu mendegradasi dinding sel bakteri L. casei yang 
merupakan gram positif, dimana bakteri satu ini memiliki produksi 
eksopolisakarida yang cukup tinggi. Menurut Alimolaei and Golchin (2017), 
bakteri L. casei merupakan salah satu bakteri yang sangat sulit untuk 
diisolasi plasmidnya karena produksi eksopolisakarida yang tinggi. 
Eksopolisakarida yang dihasilkan oleh bakteri L. casei dapat dilihat sebagai 
endapan putih saat proses purifikasi pada isolasi plasmid. Penambahan 
enzim lisozim pada metode ini bukanlah salah satu yang membedakan dari 
metode sebelumnya dan yang akan digunakan. Terdapat beberapa reagen 
berbeda yang digunakan, dimana detail setiap metode dapat dilihat pada 
Tabel 3.1.  
 Penambahan waktu inkubasi merupakan strategi yang akan 
dilakukan untuk proses isolasi selanjutnya dengan berpedoman pada 
metode modifikasi Klaenhammer (1984). Pada metode ini penambahan 
enzim lisozim dilakukan dengan konsentrasi 30 mg/mL dengan waktu 
inkubasi selama 60 menit pada suhu 370C. Hasil isolasi plasmid dapat 
dilihat pada Gambar 3.1 (C) yang merupakan hasil elektroforesis plasmid. 
Terdapat pita yang muncul pada sumuran 5 dan 6 pada gel elektroforesis. 
Ukuran plasmid tersebut diperkirakan sebesar >10.000 bp atau sekitar 20 
kb. Marker yang digunakan pada elektroforesis ini adalah marker DNA 
yang memiliki panjang fragmen sebesar 10.000 bp atau 10 Kb. Hal tersebut 
sesuai dengan literatur (EMBL-EBI), bahwasanya panjang plasmid bakteri 
Lactobacillus casei sebesar 26.706 bp, akan tetapi belum bisa dipastikan 
plasmid tersebut memiliki ukuran >20 kb karena keterbatasan marker DNA. 
Pada gambar hasil elektroforesis berdasarkan metode Klaenhammer 
masih terdapat smear atau pita yang mengikuti pita inti dibagian bawah. 
Hal tersebut dikarenakan oleh beberapa hal, seperti kemurnian isolat 
plasmid yang masih terkontaminasi oleh protein atau sisa-sisa reagen 
seperti etanol, dll. Hal tersebut dapat di antisipasi dengan melakukan 
permurnian isolat plasmid dengan menggunakan klorofoam dan isoamil 
alkohol untuk menghilangkan kontaminan berupa protein (Tan and Yiap, 
2009). Adanya kontaminan pada hasil isolasi plasmid juga akan 
berdampak buruk pada proses isolasi gen tetM dengan menggunakan 
metode PCR atau Polymerase Chain Reaction.  
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3.4. ISOLASI GEN tetM DENGAN METODE PCR (Polymerase Chain 
Reaction) 
Hasil isolasi plasmid yang berupa isolat plasmid akan digunakan 
sebagai template atau cetakan pada proses isolasi gen tetM yang diduga 
berada pada plasmid L. casei. Sebelumnya, isolat plasmid tersebut harus 
dilakukan pengukuran konsentrasi DNA plasmid dengan menggunakan 
NanoDrop, tidak hanya konsentrasi akan tetapi juga dapat mengetahui 
tingkat kemurnian plasmid tersebut. Menurut Desjardins and Deborah 
(2010), DNA plasmid dikatakan murni apabila hasil perbandingan hasil 
absorbansi panjang gelombang 260 nm dan 280 nm berkisar 1,8-2,0. 
Berikut adalah Tabel 3.3 yang merupakan data kemurnian dan konsentrasi 
isolat plasmid bakteri L. casei wild type atau tipe liar dan mutan pada 
konsentrasi 60 µg/ml antibiotik tetrasiklin. 
Tabel 3.3 Hasil isolasi plasmid bakteri Lactobacillus casei tipe liar (wild 







Tipe Liar (wild type) 2,03 400,96 




PCR atau Polymerase Chain Reaction merupakan suatu metode 
yang digunakan untuk mengisolasi gen tetM yang mengkode resistensi 
terhadap antibiotik tetrasiklin pada bakteri Lactobacillus casei. Komponen-
komponen yang digunakan dalam metode ini meliputi sampel plasmid, 
primer, dan PCR master mix yang didalamnya terdapat DNA polymerase, 
dNTPs, serta ion Magnesium. Semua komponen PCR tersebut menjadi 
faktor utama yang harus diperhatikan untuk mendapatkan fragmen spesifik 
dari suatu gen tertentu (Dhatterwal et al., 2017). Hasil isolasi gen tetM 
dengan metode PCR dapat dilihat pada Gambar 3.2. Pada Gambar 3.2 
(A) terlihat bahwasanya pada sumuran ke-10 yang merupakan hasil 
amplicon PCR tidak terdapat pita yang teramati, melainkan terdapat smear 
disepanjang sumuran. Isolasi gen tetM dengan menggunakan metode PCR 
atau Polymerase Chain Reaction dibutuhkan konsentrasi template atau 
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cetakan DNA sebesar 1 ng – 1 µg untuk sampel genomik dan 1 pg – 1 ng 
untuk sampel plasmid DNA (BioLab). Konsentrasi isolat plasmid yang 
didapatkan dari hasil NanoDrop dapat disesuaikan sesuai dengan 
kebutuhan. Pertama-tama, proses PCR dilakukan dengan total DNA tanpa 
adanya pengenceran, dimana hasilnya dapat dilihat pada Gambar 3.2 (A) 
dibawah. Pada hasil tersebut terlihat bahwasanya terdapat smear 
disepanjang sumuran ke-10. Hal tersebut dikarenakan DNA tamplate atau  









          A            B 
Gambar 4.2 Hasil elektroforesis isolasi gen tetM dengan menggunakan 
metode PCR (Polymerase Chain Reaction). 7 = isolat plasmid 
wild type; 8 = isolat plasmid mutan konsentrasi 60 µg/ml 
tetrasiklin; 9 = amplicon PCR wild type; 10 = amplicon PCR 
mutan 60 µg/ml tetrasiklin; 11-13 = amplicon PCR wild type 
dengan pengenceran dan optimasi suhu annealing. 
  
Primer yang digunakan dalam proses PCR ini adalah forward: 5’-
GAC ACG CCA GGA CAT ATG GAT TT-3’ dan reverse: 5’-CAC CGA GCA 
GGG ATT TCT CCA C-3’. Hasil amplifikasi dengan menggunakan kedua 
primer tersebut adalah fragmen dengan besar 1535 bp (Botina et al., 2011). 
Desain primer yang digunakan untuk mengamplifikasi suatu gen spesifik 
juga dapat mempengaruhi hasil PCR. Desain primer sangat berpengaruh 
pada isolasi gen dengan PCR, apabila primer yang digunakan tidak 
memiliki kecocokan dengan fragmen gen tertentu maka proses isolasi gen 
dengan PCR tidak akan pernah berhasil. Hal tersebut dikarenakan primer 
yang digunakan tidak dapat menempel pada urutan nukleotida manapun. 
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pada siklus PCR. Ketidak cocokan suhu, seperti suhu annealing yang 
berperan pada penempelan primer pada fragmen DNA dapat 
menyebabkan tidak adanya amplicon yang dihasilkan, dalam artian 
fragmen spesifik gen tetM tidak teramplifikasi (Dhatterwal et al., 2017). 
Optimasi sistem PCR merupakan salah satu strategi untuk 
meningkatkan efisiensi (Dhatterwal et al., 2017). Optimasi dilakukan pada 
total konsentrasi yang digunakan pada PCR, dimana sebelumnya masih 
digunakan total DNA plasmid tanpa adanya pengenceran. Selanjutnya, 
pada tahap optimasi total DNA plasmid akan diencerkan menjadi 100 ng/µl 
dan 50 ng/µl untuk mengetahui konsnetrasi DNA plasmid atau template 
yang paling optimum untuk mengisolasi gen tetM dari bakteri L. casei. 
Pengenceran konsnetrasi DNA plasmid tersebut didasari oleh adanya 
smear atau pita yang kurang jelas pada sumuran ke-10. Optimasi suhu 
annealing juga dilakukan, yakni dengan menggunakan rentan suhu ±1 dari 
suhu annealing awal yakni 550C. Berikut merupakan rincian optimasi suhu 
PCR: 
a. Initial denaturation  : 940C selama 5 menit 
b. Denaturation  : 940C selama 1 menit 
c. Annealing  : 540C, 550C, 560C selama 1 menit 
d. Extension  : 720C selama 2 menit 
e. Final Extension : 720C selama 10 menit 
f. Total Cycle  : 30 Cycle 
Proses PCR dilakukan sebanyak 3 kali dengan masing-masing 3 
thinwall sampel yang berisi kombinasi dari optimasi konsentrasi dan suhu 
annealing. Berikut detail rancangan sampel PCR: 
1. Sampel PCR 1 
a. Suhu 540C dengan konsentrasi total DNA template 
b. Suhu 540C dengan konsentrasi template 100 ng/µl  
c. Suhu 540C dengan konsentrasi template 50 ng/µl   
2. Sampel PCR 2 
a. Suhu 550C dengan konsentrasi total DNA template 
b. Suhu 550C dengan konsentrasi template 100 ng/µl  
c. Suhu 550C dengan konsentrasi template 50 ng/µl   
3. Sampel PCR 3 
a. Suhu 560C dengan konsentrasi total DNA template 
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b. Suhu 560C dengan konsentrasi template 100 ng/µl  
c. Suhu 560C dengan konsentrasi template 50 ng/µl   
Hasil PCR kemudian akan dilakukan elektroforesis, masing-masing 
sampel diambil sebanyak 6 µl untuk di running dalam 1% gel agarosa. 
Pada sampel PCR 2 dan 3 tidak menunjukkan adanya pita yang terbentuk 
dari proses amplifikasi dengan menggunakan PCR, sedangkan pada 
sampel PCR 1 menunjukkan adanya pita yang berada pada bagian bawah 
gel seperti pada Gambar 3.2 (B). Pita tersebut merupakan pimer dimer. 
Primer dimer merupakan kondisi dimana setiap primer berikatan dengan 
sesama primer. Hal tersebut dapat disebabkan karena suhu annealing 
yang kurang tepat. Hal lain yang menyebabkan tidak teramplifikasinya gen 
tetM pada plasmid bakteri L. casei adalah lokasi gen tetM yang 
sebenarnya. Menurut Gueimonde et al., (2012), bahwasanya gen yang 
mengkode resistensi terhadap antibiotik tetrasiklin tidak hanya gen tetM 
saja melainkan terdapat banyak gen lainnya seperti tetW, tetS, tetQ, tetO 
dll. Lokasi gen-gen tersebut juga tidak selalu terdapat pada plasmid saja 
melainkan bisa terdapat pada transposon bahkan pada kromosom. Gen-
gen tersebut juga memiliki mekanisme yang berbeda-beda pula seperti 
pada Tabel 3.4. Berikut merupakan tabel lokasi dan mekanisme gen 
resistensi terhadap antibiotik tetrasiklin pada bakteri L. casei. 
Tabel 3.4 Lokasi dan mekanisme gen resistensi terhadap antibiotik 
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BAB IV. KESIMPULAN 
 
Kesimpulan yang diperoleh dari penelitian ini adalah bakteri Lactobacillus 
casei memiliki resistensi terhadap antibiotik tetrasiklin, dimana bakteri L. casei 
dapat bertahan hingga konsentrasi tetrasiklin sebesar 50 µg/ml, sedangkan bakteri 
L. casei memiliki dosis letal pada konsentrasi 60 µg/ml. Bakteri L. casei juga 
menunjukkan perubahan fenotip baru ketika dilakukan proses adaptasi dengan 
menggunakan dosis sub-letalnya yakni dengan menggunakan konsentrasi 
tetrasiklin dari 10-50 µg/ml. Hal tersebut membuktikan instabilitas gen pengkode 
resistensi terhadap antibiotik tetrasiklin pada bakteri L. casei. Perubahan fenotip 
tersebut ditunjukkan bahwasanya bakteri L. casei dapat bertahan dan melampaui 
dosis letalnya hingga konsentrasi 70 µg/ml. Saran dari penelitian ini diantaranya 
ialah, penentuan jumlah koloni pada proses adaptasi untuk menentukan 
konsentrasi antibiotik yang tepat untuk proses adaptasi selanjutnya dan penentuan 
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